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1. 序論 
 
1-1. 背景 
 
ホルモンは、一般的に動物の特定器官（内分泌器官）で合成・分泌される物質で、血液な
どを通して輸送され、標的器官においてその作用を示す生理活性物質を指す。その作用は、
代謝の調節や恒常性維持および発生・生殖の制御など多岐に渡り、いまだに明らかになって
いない作用も多い。米国の環境活動家であるシーア コルボーンは、その著書「奪われし未
来」（1996 年）の中で、ホルモンと類似作用を示す内分泌系かく物質が環境中には複数存在
することを述べており、いわゆる環境ホルモン（内分泌撹乱物質）が世界中で注目されるき
っかけとなった。このような物質が自然界で拡散し生物にばく露されると、発生異常や生殖
器異常などによる個体群変動が起こることは想像に難くない。例えば、女性ホルモンの一種
エストロゲンや界面活性剤の原料や石油系製品の腐食防止剤として加工利用されているノ
ニルフェノールは生物のメス化を引き起こすことが知られている（井口, 1998）。メス化し
た個体が次世代生産に携わる場合、性比のバランスを崩すことで次世代の繁殖に影響を与
える。従って、種の存続および生態系保全の為には、ばく露される可能性のある生物に対し
て内分泌撹乱の強度を測り、また内分泌撹乱物質のばく露程度を知る必要がある。このこと
から、これまでに、メダカなどの小型魚類やミジンコなどの甲殻類のモデル生物を用いた内
分泌撹乱物質の検出法・スクリーニング手法が複数開発されている。例えば、化学物質の物
理化学的な性質や生態影響等に関する試験法 OECD Guidelines for the Testing of 
Chemicals （OECD テストガイドライン）記載では、TG229 や 230 などの魚類短期繁殖
試験、TG240 のメダカ拡張 1 世代繁殖試験 Medaka Extended One Generation 
Reproduction Test （MEOGRT）等が挙げられる。 
前述した様に、ホルモンは一般的に動物における生理活性物質を指すが、ホルモンに相当
する生理活性物質は陸上植物にも存在する。しかしながら、①動物に相当する分泌器官や標
的器官は存在しないため、輸送メカニズムは動物と異なる、②同一のホルモンであっても、
作用部域や濃度の違いによりその作用は変化する、などの点で植物ホルモンは動物のホル
モンとは異なる。植物ホルモンはこれまで、オーキシン、ジベレリン、サイトカイニン、ア
ブシジン酸、エチレン、フロリゲンの 6 つが同定されており、それぞれは単独または相互作
用しながら分化や形態形成、成長制御に関わっている（図 1）。 
そのうちの 1 つオーキシンは、植物ホルモンの中で最も早く発見・同定されたホルモン
で、その研究の歴史も長い。オーキシンは、一般的に細胞伸長や細胞分裂を制御するホルモ
ンとして知られているが（Takahashi et al., 2012）、C. Darwin and F. Darwin（1880）は、
単子葉植物を用いた屈性に関する研究で、幼葉鞘の先端が光受容し、後にオーキシンと同定
される成長促進物質が反光照射側に移動することで屈曲（Darwin et al., 1880）が制御され
3 
 
ていることを 1880 年にすでに報告している。その後、成長促進物質は先端部で合成される
こと（Paal, 1919）や、屈曲角度がその物質の量に依存していること（Went, 1926）などが
明らかにされた。1930 年には、成長促進物質が始めて単離・同定され、オーキシン（イン
ドール-3-酢酸（IAA））と命名された（Kögl and Thimann, 1934）。その後、オーキシン作
用の分子メカニズムに関する研究はなかなか進展せず、1980 年以降分子生物学的手法を用
いた数々の研究によりオーキシン作用の分子メカニズムは解明されるに至る。これまでに、
オーキシンの受容体は F-box タンパク質 transport inhibitor response 1（TIR1）
（Dharmasiri et al.,2005；Kepinski and Leyser, 2005）であることや、オーキシンの活性
部位としては二重結合を有する環状構造と、1 または 2 個の炭素原子を隔てた距離にカルボ
キシル基をもつことが重要であることが明らかになっている。 
除草剤などの農薬の中には、植物ホルモンをターゲットとした、いわゆる植物ホルモンの
アゴニスト（類似の作用を示す物質）あるいはアンタゴニスト（阻害作用を示す物質）が多
数存在する。例えば 2,4-ジクロロフェノキシ酢酸（2,4-D）（図 1）はオーキシンアゴニスト
除草剤の１種であり、1942 年にオーキシン作用が発見された最も古い化学農薬である。2,4-
D の他にも、オーキシンアゴニストのパラクロロフェノキシ酢酸（4-CPA）（図１）は発根
促進剤として利用されている。また、ジベレリン GA3は（図１）約 130 種あるジベレリン
の中でも農業に汎用されているジベレリンアゴニストである。GA3 は花粉および胚珠の形
成過程に影響し、受精しない無種子果を作る目的で利用されている。 
一方で、これまで一般化学物質や医薬品が植物ホルモンのアゴニストやアンタゴニスト
として植物の生長や形態形成に影響を与える例は報告されていない。しかし、医薬品のなか
にはオーキシンと類似構造を有するものが多数存在し、Sigma-aldrich（現 MERCK）の調
査によると 2003 年以降、インドール骨格を有する医薬品は 400 種以上、さらに誘導体を
含めると数千の記載がある。オーキシン輸送阻害剤として知られている 1-ナフチルフタラ
ミン酸（NPA）は、医薬品の中間体として産出し、また弱いオーキシン活性があることも知
られている（Katekar and Geissler , 1977）。 
わが国では、一定の基準を満たした医薬品等の工場排水は基本的に河川等の公共用水域
に排出されることから、陸上植物へのばく露は想定されていない。しかしながら、医薬品を
使用したヒトや家畜の糞尿が河川の浚渫、下水汚泥の再利用によって生成した肥料などか
ら植物にばく露される可能性は十分に考えられる。例えば、飼料に用いられたクロピラリド
（図１）を成分とするオーキシン撹乱型の除草剤が、堆肥化しても十分に分解されず、残留
したクロピラリドにより、その堆肥を用いた植物が生育異常をおこした報告もある（農林水
産省, 2016）。 
医薬品のうち、非ステロイド性抗炎症薬（NSAIDs）は、体内で痛みや炎症などを引き起
こすプロスタグランジン類の合成を抑えるよう作用するもので、近年、処方薬から市販薬ま
で幅広く活用されている。例えば、厚生労働省の薬事工業生産動態統計調査（H25）による
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と、インドメタシン（図1）は筋肉痛などの抗炎症用湿布などへの使用が多く、年間に215,000 
t 生産されており、また、エドトラク（図 1）は関節痛の消炎・鎮痛剤として使用が多く、
年間 36,202 t 生産されている（厚生労働省., 2013）。NSAIDs の中には、インドール構造を
有するものなどオーキシン作用を持つための条件にあてはまるものが多く存在し、インド
メタシンやエトドラクはこの条件に合致している。また、インドメタシンにおいては環境中
の予測濃度（PEC）と予測無影響濃度（PNEC）（水生生物に影響を与える濃度）の比較、
PEC/PNEC の値が 0.1 以上であった（岩根, 2004）。しかし、環境残留性や生物蓄積性は低
いとされている。 
本研究室では、これまで、複数の NSAIDs が双子葉植物において、オーキシンのアンタ
ゴニストとして作用することなどを明らかにしてきた。しかしながら、オーキシンの作用や
感受性は、双子葉植物と単子葉植物とで異なることが知られている。例えば、インドール酸
ピルビン酸（IPA）生合成経路（トリプトファンからインドール酸ピルビン酸を介し IAA を
つくるオーキシンの生合成経路の一部）は、様々な植物で保存されているが、インドール-
3-アセトアルドキシム（IAOx）を介する生合成経路は、単子葉植物であるイネには存在し
ない（Sugawara et al., 2009）。また、イネ科植物に対する合成オーキシンの作用は、維管
束組織の外側の細胞層（スクレレンキマ）があることで茎が捻転しにくくなり、維管束の機
能損失を妨げる為、双子葉植物よりも小さくなる（伊藤, 2017）ことが知られている。 
 
A 
 
  B                       C 
 
 
図１ A：植物ホルモン B：農薬 C：非ステロイド性抗炎症薬の化学構造 
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1-2. 目的 
 
 単子葉植物と双子葉植物とではオーキシン作用が異なることから、イネ科などの主要穀
物を含む単子葉植物におけるオーキシン撹乱物質の影響評価および手法確立が必要とされ
ている。 
従って本研究では、1：単子葉植物（イネ：Oryza sativa）における NSAIDs のオーキシ
ン撹乱作用を検証する。これに伴う 2：単子葉植物における化学物質のオーキシン様作用の
検出法の開発の 2 つを主な目的とする。オーキシンの特性である、外部処理による発芽発
根に対する阻害作用（①）、カルスの組織分化への影響（②）、植物培養細胞の増殖に必要で
あること（③）を利用して NSAIDs の作用検証および評価試験法を開発した。 
 
① イネを用いた発芽発根阻害試験および成長影響評価試験 
② イネカルスを用いた組織誘導試験 
③ イネ Oc 培養細胞を用いた細胞増殖試験 
 
各実験における背景・目的は章ごとに示す。 
 
2．略語 
 
2,4-D 2,4-dichlorophenoxyacetic acid 
4-CPA 4-Chlorophenoxyacetic Acid 
BAP 6-Benzylaminopurine 
DMSO Dimethyl sulfoxide 
IAA Indole-3-acetic Acid 
IPA Indole-3-pyruvic Acid 
NAA N-1-naphthaleneacetic acid 
NPA N-(1-Naphthyl)phthalamic Acid 
NSAIDs Non-Steroidal Anti-Inflammatory Drugs 
OECD Organization of Economics Cooperative Development 
PEC  Predicted Environmental Concentration 
PNEC Predicted No-Effect Concentration 
TIR1 transport inhibitor response 1 
 
6 
 
 
3. イネを用いた発根発芽試験および成長影響試験 
 
3-1. 背景・目的 
植物の影響評価試験法には、OECD テストガイドラインの No. 208 Terrestrial Plant 
Test: Seedling Emergence and Seedling Growth Test（TG208）（OECD , 2006）などがあ
る。しかしながら、一般的に陸上植物の影響評価試験は、発芽から結実までをばく露期間と
するフルライフサイクル試験であり、ばく露期間が 14～21 日と長いこと、栽培規模も 6～
7 ㎡と大きく実験室内での試験が困難であること、ばく露物質の濃度が変化してしまうこと
や外的条件を一定に保つことが難しいことなどの問題点があるため、本研究では、イネ日本
晴（Oryza sativa cv. Nipponbare）を用いた、短期間・小スペースかつ、安定条件下で行え
る試験法の開発を行う。 
イネへの高濃度（0.1 µM 以上）オーキシン外部処理は、発芽発根を阻害し、根の伸長抑
制を引き起こすことが知られており、また、低濃度（0.01µM 以下）のばく露は、側根や冠
根の形成を促進する（Inukai et al., 2005）。従って、発芽発根率や根長をエンドポイントと
した短期間・小スペースかつ、実験室内で行える影響評価試験法の確立を目指す。また、双
子葉植物においてオーキシンアンタゴニストの作用が明らかになっている NSAIDs (イン
ドメタシン、エトドラク、ケトプロフェン、イブプロフェン) の影響評価を、単子葉植物に
ついて、確立した試験法を用いて行う。 
 
3-2. 材料・方法 
 
3-2-1. 材料 
生物種： 
本実験は、平成 28 年度産の日本晴（Oryza sativa. L cv Nipponbare）の種子を使用した。種子
は（株）のうけんから購入し、未熟胚やカビのない籾種を選抜し実験に用いた。 
 
化学物質： 
試験法開発のために、基準物質として人工オーキシン 2.4-ジクロロフェノキシ酢酸（2,4-
D）を用いた。 
NSAIDs の影響評価では、インドメタシン、エトドラク、ケトプロフェン、イブプロフェ
ン、さらにネガティブコントロールとして非ピリン系解熱鎮痛薬アセトアミノフェン
（NSAIDs とは分類が異なる）（表 3.1）の影響評価を行った。 
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表 3.1  
使用した医薬品の名称、化学構造等一覧 
 
 NSAIDs （非ステロイド性抗炎症薬） 
分類 アリール酢酸系 プロピオン酸系 
一般名 インドメタシン エトドラク ケトプロフェン イブプロフェン 
化学式 C19H16ClNO4 C17H21NO3 C16H14O3 C13H18O2 
CAS 
登録番号 
53-86-1 41340-25-4 22071-15-4 15687-27-1 
分子量 357.79 287.35 254.28 206.28 
化学構造 
 
 
  
 
 非ピリン系解熱鎮痛薬 
一般名 アセトアミノフェン 
化学式 C8H9NO2 
CAS 登録番号 103-90-2 
分子量 151.16 
化学構造 
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3-2-2. 試験物質のばく露 
アセトアミノフェン標準品（Wako）と 2,4-D（Wako）は MilliQ 水に 10 mg/ml となるよう
に溶解し、ストック溶液とした。また、インドメタシン（Wako）、エトドラク（Wako）、ケ
トプロフェン（Wako）、イブプロフェン（Wako）は 10 mg/ml となるように、900 µl の MilliQ
水と 100 µl の 1N NaOH を用いて溶解させストック溶液とした。 
ばく露濃度は、2,4-D は 0.0625 mg/L，0.25 mg/L，0.5 mg/L，1 mg/L，4mg/L の 5 濃度、そ
の他 5 種の医薬品は、6.25 mg/L，12.5 mg/L，25 mg/L，50 mg/L，100 mg/L の 5 濃度とした。
ばく露溶液は、ストック溶液を設定濃度になるように 1/2MS 培地（表 3.2）に添加し、1N 
NaOH を用いて pH5.8±0.1 に調整した。ばく露溶液はガラスビース（ASONE BZ-1）80 g を
入れた PP ディスポビーカー50 ml（ニッコーハンセン）に、対照区として 1/2MS 培地（pH5.8
±0.1）を、ばく露区として、種々の設定濃度に調整したばく露溶液をそれぞれ 20 ml 加え、
1 ビーカーあたり選別済みの 6 種子を播種した。また、試験は 3 連で行った。播種したビー
カーは、ばく露溶液の蒸発を防ぐため、発泡スチロールの箱に入れ、30℃ 明所のインキュ
ベーター（池田理化）内で栽培した。発芽数、シュート長および根長の計測は、播種後 5 日
目、7 日目に行った。 
表 3.2 1/2 MS 培地 
 
ムラシゲ・スクーグ培地用混合塩類 ( Wako ) 2.3 g 
ニコチン酸（Wako）  0.5 mg 
ピリドキシン塩酸塩(Wako) 0.5 mg 
チアミン塩酸塩(Wako) 0.1 mg 
+MilliQ up to   1000 ml 
pH 調整後、ゲランガム（ナカイテラスク）2 g、硫酸マグネシウム（Wako） 1 g を加えた。 
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3-2-3. 計測方法 
植物体をビーカーから取り出し、発芽発根数を計測するとともに、画像として記録した。地
上部（シュート）と地下部（種子根）の長さ（シュート長・根長と表記する）は、記録画像
を用いて画像処理ソフト image J によって計測した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3.1 発芽 14 日目のイネシュート部と種子根 
シュート：茎とその上の葉をまとめた総称 
種子根：胚発生のときにつくられる幼根から由来した根 
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3-3. 結果 
 
ガラスビースを用いた新規イネ発芽発根試験法の評価を行うため、人工オーキシンである
2,4-D を基準物質として、当該試験法を用いたばく露試験（ばく露濃度：
0.0625,0.25,0.5,1,4mg/L）を行った（図 3.2）。 
 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3.2 2,4-D ばく露 5 日目の阻害試験結果 
 
a:発芽・発根率 b:シュート長 c:根長 d:形態比較（bar=10mm） 
n=3、エラーバーは標準誤差を示す。 
Dunnett 検定により control と比較した場合の p 値を算出した* p<0.05  
 
 
 
b a 
d 
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2,4-D は、シュート長よりも根長への影響が大きく、濃度依存的に根長伸長が抑制された。
対照区では根長平均は 20.6 mm であったが、ばく露区では、2,4-D の濃度が 0.0265 mg/L の
場合 12.6mm、0.25 mg/L および 0.5 mg/L の場合、3.7mm 、3.6 mm であった。根長の 50％影
響濃度は 0.08 mg/L と求められた。また、2,4-D の濃度が 1 mg/L および 4 mg/L の場合、発
根は全く観察されなかった。発根率もまた濃度依存的に減少した。 
 
NSAIDs 5 種（インドメタシン、エトドラク、ケトプロフェン、イブプロフェン）および、
ネガティブコントロールとして解熱鎮痛薬アセトアミノフェンの影響評価試験を開発した
試験法を用いて行った。(図 3.3～3.7) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3.3 インドメタシン（6.25,12.5,25,50,100mg/L）ばく露 5 日目の阻害試験結果 
 
a:発芽・発根率 b:シュート長 c:根長 d:形態比較（bar=10mm） 
n=3、エラーバーは標準誤差を示す。 
Dunnett 検定により control と比較した場合の p 値を算出した* p<0.05   
a b 
c d 
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図 3.4 エトドラク（6.25,12.5,25,50,100mg/L）ばく露 5 日目の阻害試験結果 
 
a:発芽・発根率 b:シュート長 c:根長 d:形態比較（bar=10mm） 
n=3、エラーバーは標準誤差を示す。 
Dunnett 検定により control と比較した場合の p 値を算出した* p<0.05  
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図 3.5 イブプロフェン（6.25,12.5,25,50,100mg/L）ばく露 5 日目の阻害試験結果 
 
a:発芽・発根率 b:シュート長 c:根長 d:形態比較（bar=10mm） 
n=3、エラーバーは標準誤差を示す。 
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図 3.6 ケトプロフェン（6.25,12.5,25,50,100mg/L）ばく露 5 日目の阻害試験結果 
 
a:発芽・発根率 b:シュート長 c:根長 d:形態比較（bar=10mm） 
n=3、エラーバーは標準誤差を示す。 
 
 
 
 
 
b 
d 
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図 3.7 アセトアミノフェン（6.25,12.5,25,50,100mg/L）ばく露 5 日目の阻害試験結果 
 
a:発芽・発根率 b:シュート長 c:根長 d:形態比較（bar=10mm） 
n=3、エラーバーは標準誤差を示す。 
 
 
 
 
 
a b 
d 
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インドメタシンのばく露は、低濃度域（6.25～12.5 mg/L）で根の伸長を促進し、高濃度域
（50～100 mg/L）で根の伸長を抑制した。対照区では根長平均は 19 mm であったのが、ば
く露区では、インドメタシン濃度 6.25 mg/L の場合 31.3 mm、12.5 mg/L の場合 24.6 mm で
あり、インドメタシン濃度 50 mg/L および 100 mg/L では約 6 mm であった（図 3.3）。エト
ドラクのばく露は、インドメタシンのばく露結果と同様に低濃度域（6.25～12.5 mg/L）で根
の伸長を促進し、高濃度域（50～100 mg/L）で根の伸長を抑制した。対照区では根長平均は
12 mm であったが、ばく露区では、エトドラク濃度 6.25 mg/L の場合 20.6 mm、12.5 mg/L の
場合 23.6 mm であった。エトドラク濃度 100 mg/L の場合、根長は 5.8 mm であった（図 
3.4）。また、発根率も濃度依存的に減少した。イブプロフェンのばく露もまた、低濃度域（6.25
～12.5 mg/L）で根の伸長を促進し、高濃度域（25 mg/L 以上）で根の伸長を抑制した。対照
区では根長平均は 19 mm であったが、ばく露区では、イブプロフェン濃度 6.25 mg/L の場合
23.9 mm であり、12.5 mg/L の場合 24.5 mm であった。イブプロフェン濃度 25 mg/L および
50 mg/L の場合、根長は 13.2 mm であった（図 3.6）。 
一方で、ケトプロフェンは、高濃度域において根長平均が増加し抑制影響は全濃度区にお
いて見られなかった。対照区では根長平均は 21.4 mm であったが、ばく露区ではケトプロ
フェン濃度 25 mg/L の場合 30.5 mm であり、100 mg/L の場合で 29.4 mm であった。また、
ネガティブコントロールとして用いたアセトアミノフェンのばく露は、根の生長に大きな
影響を与えなかった。対照区では根長平均は 20.2 mm であったが、ばく露区では、根長平均
は 18.4 mm〜22.4 mm であった（図 3.7）。 
根長抑制影響が観察されなかったケトプロフェンに関して、高濃度域（12.5,50,200 mg/L）
でのばく露試験を行ったところ、200 mg/L の場合でも根の生長に対する抑制影響は観察さ
れなかった（図 3.8）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3.8 ケトプロフェン(12.5,50,200 mg/L )  ばく露阻害試験結果（シュート長・根長） 
 エラーバーは標準誤差。 
Dunnett 検定により control と比較した場合の p 値を算出した* p<0.05 
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3.4. 考察 
 
イネを用いた影響評価試験法（発芽発根阻害試験・成長影響試験）を開発した 
基準物質 2,4-D のばく露試験の結果、根長を濃度依存的に抑制した。これは、人工オーキ
シン 2,4-D の既知の事実（オーキシンの外生投与による根長抑制作用）と一致し、先行研究
と同等レベルでの影響であることを確認した（Inukai et al.,2005）。従って、OECD のテスト
ガイドラインよりも簡便化したこの発芽発根阻害試験および成長影響評価試験が試験可能
だと結論した。しかし、試験法として確立するためには TG208 と比較した正当性の検証や
長期ばく露による影響評価・試験条件の詳細な検討などさらなる研究が必要である。 
また、当研究室で行われた双子葉植物において行った成長阻害試験では、低濃度ばく露に
よる根長の伸長作用は確認されなかった。オーキシンの生合成を阻害するアリールオキシ
フェノキシプロピオン酸（AOPP）群の１つジクロホップメチルは、広葉植物では耐性を有
するが、イネ科植物では感受性が見られる（Burton et al., 1989）。また、同様にオーキシン撹
乱作用のある除草剤のキンクロラックは、イネ科のなかでも、感受性植物と耐性植物に分類
される（Koo et al,1991）。このように、植物の科や属の違いによって、オーキシンの感受性
も異なることが知られており、本試験と過去の知見との相違は、単子葉植物と双子葉植物間
での感受性差によるものだと考えられる。 
 
 
 
 
 
 
図 3.11 ジクロホップメチル・キンクロラック 化学構造 
 
インドメタシン・エトドラクがイネに強い影響を与えた 
本試験でのインドメタシンとエトドラクの低濃度域ばく露は、根長の伸長促進作用を示
し、高濃度で根長を抑制した。また、イブプロフェンにおいても同傾向であるが影響は小さ
く、ケトプロフェンに関しては影響が認められなかった。従って、イネにおいては NSAIDs
の中でもアリール酢酸系（インドメタシン・エトドラク）が強く影響することが示唆された。
プロピオン酸系（イブプロフェン・ケトプロフェン）と比較してアリール酢酸系の化学構造
は複雑であることで、オーキシンの受容体と結合しやすくなったと考えられる。 
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インドメタシンとエトドラクはオーキシン撹乱作用を示す可能性がある 
一般毒性は、濃度依存的な根長抑制を示すため、インドメタシンとエトドラクのばく露に
よる根長促進作用はオーキシン撹乱作用である可能性が示唆された。イネのオーキシン生
合成阻害剤（オーキシン 撹乱物質）の低濃度処理による根の伸長、側根数の減少、高濃度
処理による根およびシュートの伸長阻害、冠根数の減少はオーキシン欠損表現型の特徴的
な性質である（Akani et al., 2009；中村ら, 2015）という報告がある。これら、オーキシンの
撹乱作用をもつ物質の示すイネの形態と本試験のインドメタシンとエトドラクばく露によ
る形態と一致しているため、この根長促進作用はオーキシン撹乱作用を評価する上で重要
な項目になると考えられる。 
本研究において、ネガティブコントロールとして用いたアセトアミノフェンは、オーキシ
ンや NSAIDs とは構造が異なっており、カルボキシル基をもたない。オーキシン作用を示す
化合物の特徴の１つ、オーキシン基本構造にはカルボキシル基があるため、オーキシン受容
体の活性部位に結合出来ず、オーキシンの撹乱作用を示さなかったのだと考えられる。 
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4．カルスを用いた組織誘導試験 
 
4-1 目的 
イネを用いた発芽発根阻害試験・成長影響試験の結果から、NSAIDs がオーキシン撹乱作
用を示す可能性が示唆されたものの、NSAIDs の一般毒性として作用も完全には排除できな
い。そこで、植物ホルモンの組織分化誘導能を利用した、イネカルス細胞を用いた組織分化
影響評価試験の確立を目指した。また、NSAIDs (インドメタシン、エトドラク)  の影響評
価を確立した試験法を用いて行う。 
 
4-2 材料・方法 
4-2-1.材料 
カルスは、発芽発根試験同様に平成 28 年度産の日本晴（Oryza sativa. L cv Nipponbare）
の種子から作出したもの用いた。 
 
4-2.2 カルスの誘導・培養 
イネの種子（発芽発根試験で用いたものと同じ種子）をもみすり器 TR-130（ケツト科学
研究所）で少量ずつ脱穀し、緑がかったものや未熟種子を除き、完熟種子を選抜した。この
種子を 50 ml コニカルチューブに入れて蒸留水で 3 度洗浄後、30％次亜塩素酸ナトリウム溶
液（Wako）を加えローテーターで回転撹拌しながら 20 分滅菌した。滅菌後、種子を滅菌蒸
留水で洗浄し、2,4-ジクロロフェノキシ酢酸（2,4-D）を 2 mg/L 含む固形カルス培養培地（表
4.１）（pH5.7±0.1）に 10～12 粒ずつ播種した。そして、室内の 30℃明条件に設定したイン
キュベーターを使用し、2 週間に 1 回培地交換をしつつ、１ヶ月培養した。増殖したカルス
を種子から取り、カルスのみを新しい培地に移した。カルス増殖のため、28℃明条件で 1 週
間～10 日間培養した。 
 
表 4.1 カルス培養培地 
ムラシゲ・スクーグ培地用混合塩類 ( Wako ) 4.6 g 
MS ビタミン  1 ml 
Myo-inositol 100 mg 
スクロース 30 g 
2,4-D 2 mg 
+MilliQ up to   1000 ml 
pH 調整後、ゲランガム（ナカイテラスク）2 g、硫酸マグネシウム（Wako） 1 g を加えた。 
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4-2-3.カルスの再分化・再分化培地の検討 
作出したカルスの再分化条件を検討する目的で、植物ホルモン（オーキシン：2,4-D もし
くはナフタレン酢酸（NAA）、サイトカイニン：ベンジルアミノプリン（BAP）の添加量を
検討した。過去の知見（Ebiamadon et al., 1990；Kawakami et al.., 1995）を参考に植物
ホルモンを表 4.3 の濃度で添加し、2 週間～3 週間目の分化率を計測した。反復は 2 プレー
トで行った。 
 
表 4.2 植物ホルモン 添加量 
 
 
4-2-4.医薬品ばく露方法の検討 
1. 固形培地法 
2,4-D 0.2 mg/L BAP 2 mg/L を加えた再分化培地（1）（pH5.7±0.1、ゲランガム 2g、硫酸
マグネシウム 1g）を 24 穴プレートに分注し、継代しているカルスを 1 ウェルあたり 1 塊
（直径約 2mm）ずつ移植した。ばく露溶液の pH 調節が出来ないため、ばくストックは、
DMSO（最終添加濃度 0.1%以下）で溶解させた 10 mg/ml のストックを作成した。そして、
インドメタシン 2.5 mg/L，5 mg/L，20 mg/L のばく露溶液を各ウェル 50 µl 添加し、1 濃度区
あたり 12 ウェル用いた。 
また、再分化培地（2）（表 4.3）を用いたばく露では、12 穴プレートに分注し、同様に
カルスを移植した。DMSOで溶解させたストックを用いて、インドメタシン6.25，12.5 mg/L、
エトドラク 3.125，6.25，12.5 mg/L、アセトアミノフェン 6.25，12.5 mg/L のばく露溶液を各
ウェル 100 µl 添加し、1 濃度区あたり 6 ウェル使用した。また、コントロールには DMSO 
0.1%の滅菌 MilliQ 水を添加した。 
 
2. 液体培地法 
液体の再分化培地（2）に NaOH で溶解させたストックを用いて、インドメタシン 6.25，
12.5 mg/L、エトドラク 3.125，6.25，12.5 mg/L、アセトアミノフェン 6.25，12.5 mg/L のばく
露溶液を添加して、pH を pH5.7±0.1 に調節した。ばく露溶液が添加された培地を 12 穴プ
レートに 1 濃度区あたり 6 ウェル分注し、1.同様にカルスを移植した。また、コントロール
には DMSO 0.1%の滅菌 MilliQ 水を添加した。  
 
2,4-D
(オーキシン) 0 0.05 0.1
BAP
（サイトカイニン） 2 1 1 0 1 2
0.2
濃度（mg/L）
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4-3. 結果 
2,4-D 0.2 mg/L BAP 2 mg/L で培養したカルスの再分化率は 14 日目で 30.8％、21 日目
で 42.3％であり、最も高かった（表 4.3）。また、BAP 存在下で誘導後 21 日目ので再分化
率は BAP 欠損培地に比較して 1 mg/L 添加でおよそ 1.3 倍に、2 mg/L 添加でおよそ 2.3 倍
に向上した。さらに、オーキシン（2 mg/L）を含む誘導培地から、低オーキシン濃度培地に
移植ことで再分化が誘導された。また、サイトカイニンを多く含む培地では、シュートの分
化が多く観察され、BAP 2 mg/L 添加培地では 14 日目でシュートの分化率 20.0～27.3 %、
21 日目で 40.0～45.5 %であった。 
 
表 4.3 再分化培地に添加した植物ホルモン量と移植後 14 日目・21 日目のルート分化率 
植物ホルモン（mg/L） 分化率 ±S.E.(％) 
2,4-D BAP 14 日目 21 日目 
0.0 2.0 10.0±5.0 12.5±4.2 
0.05 1.0 0.0 7.5±4.2 
0.1 1.0 0.0 7.5±2.2 
0.2 
0.0 15.9±6.72 18.2±8.5 
1.0 21.1±5.5 23.2±9.2 
2.0 30.8±9.19 42.3±0.3 
 
2,4-D 0.2 mg/L BAP 2 mg/L の添加培地が最も高い分化誘導率を示したため、この濃度
設定を組織誘導条件とした。しかし、当該条件再分化培地（1）を用いて、インドメタシン
のばく露試験（固形培地へのばく露）を行ったところ、ばく露区および対照区において組織
分化は全く観察されなかった。 
よって、他の知見（Kawakami et al., 1995 ；石黒、富澤，2012）を参考に再度再分化培
地の検討を行った。植物ホルモンは、オーキシン（NAA） 0.002 mg/L、サイトカイニン（BAP） 
2 mg/L（もしくは 0 mg/L）添加し、再分化培地（2）（pH5.7±0.1）を作成した（表 4.4）。
反復は 2 プレートで行い、再分化率を計測した。 
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表 4.4 再分化培地（2） 
ムラシゲ・スクーグ培地用混合塩類 4.6g 
MS ビタミン 1 ml 
スクロース 30 g 
D-ソルビトール（TCI） 30 g 
Casamino acid（BD） 2 g 
Myo-inositol 100 mg 
+MilliQ up to   1000 ml 
pH 調整後、固形培地の場合、ゲランガム 2 g、硫酸マグネシウム 1 g を加えた。 
 
 再分化培地（1）と比較し、再分化培地（2）では BAP 2 mg/L 添加培地でのルート再分化
率が 14 日目で 4％、21 日目で 16％であり、BAP 欠損培地の再分化率は 14 日で 23 ％、21  
日で 36％であった（表 4.5，図 4.1）。シュートの分化率は BAP 添加により向上したが、根
の分化率は BAP 欠損培地で 36％であり、BAP 添加培地より高かった。NAA0.002-BAP 欠
損培地を組織誘導条件とした。 
 
表 4.5 再分化培地（2）移植後 14 日目・21 日目の再分化率 
植物ホルモン（mg/L） 分化率±S.E.(％） 
  BAP(2) 14 日目 21 日目 
NAA 
0.002 
あり 
Root 3.9±0.05 Root 15.5±5.3 
Shoot 37.4±4.7 Shoot 64.7±0.5 
なし 
Root 23.0±2.1 Root 36.3±5.5 
Shoot 3.85±0.1 Shoot 15.4±3.2 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
図 4.1 再分化培地（2）移植時（左）、14 日目（中央）、21 日目（右）の形態 
上段 BAP 2 mg/L 添加培地、下段 BAP 欠損培地。 
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ばく露方法に関して、固形培地を用いたばく露方法（1.）と、液体培地を用いたばく露
方法（2.）を検討した結果、液体培養を行ったカルスについては、滅菌が上手くいかず、
コンタミネーションをおこしてしまう個体が多く見られた。従って、固形培地に添加する
ばく露方法（1.）を用いることとした。 
また再分化培地の NAA の添加量を 0.02 ㎎にする（オーキシンの濃度を濃くする）と、
再分化率（ルート）は 14 日目および 21 日目で 25%であり、オーキシンの濃度が濃くなる
と再分化が起こりにくくなることが確かめられた（表 4.6）。同時に、エトドラク 3.125, 6.25, 
12.5 mg/L でばく露を行ったところ、濃度に依存して再分化率が低下したが、カルスの増殖
は確認できた（表 4.6，図 4.2）。 
 
表 4.6 再分化培地（NAA 0.02 mg/L）に移植し 
エトドラクをばく露した 14 日目、21 日目の再分化率 
植物ホルモン
（mg/L） 
医薬品(mg/L) 分化率(％） 
エトドラク 
14 日目 21 日目 
Root Shoot Root Shoot 
NAA 0.02 
0 25.0 8.3 25.0 16.7 
3.125 8.3 0.0 16.7 0.0 
6.25 0.0 0.0 8.3 0.0 
12.5 0.0 0.0 0.0 0.0 
 
図 4.2 エトドラクばく露 21 日目のカルス増殖量比較 
 
NAA0.002 mg/L- BAP 欠損培地を用いて、インドメタシン 6.25,12.5 mg/L、エトドラク
3.125,6.25 mg/L、アセトアミノフェン 6.25,12.5 mg/L をばく露した。インドメタシン、エ
トドラクにおいてシュートおよびルートどちらの分化率も著しく低下し、21 日目のコント
ロールのルート分化率が 72.2％であるのに対し、エトドラク 3.125mg/L ばく露のルート分
化率は 8.3％であり、ほとんどの個体がカルスの状態で増殖していた（表 4.7）（図 4.3）。そ
れに対して、アセトアミノフェンにおいては 6.25mg/L ばく露の 21 日目の再ルート分化率
は 66.7％、12.5mg/L でも 33.3％であり、再分化が確認できた。 
3.125 6.25 12.5
エトドラクばく露濃度（mg/L）
cont
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また、１ウェルあたりのカルスの生重量を計測したところ、コントロールの生重量平均が
500㎎に対し、全てのばく露区についてカルスの量は同等（455～482㎎）であった（図 4.4）。
増殖したカルスの１粒当たりの重さがおよそ 20 mg であった。 
 
表 4.7 インドメタシン、エトドラク、アセトアミノフェンばく露による 
14 日目、21 日目、28 日目の再分化率 
＜シュート分化率＞ 
植物ホルモン
（mg/L） 
医薬品(mg/L) 
分化率（％） 
14 日目 21 日目 28 日目 
NAA 0.002 
cont 50.0 58.3 75.0 
インドメタシン 
6.25 0.0 0.0 0.0 
12.5 8.3 8.3 8.3 
エトドラク 
3.125 0.0 0.0 0.0 
6.25 0.0 0.0 0.0 
アセトアミノフェン 
6.25 33.3 33.3 50.0 
12.5 66.7 66.7 66.7 
＜ルート分化率＞ 
植物ホルモン
（mg/L） 
医薬品(mg/L) 
分化率（％） 
14 日目 21 日目 28 日目 
NAA 0.002 
cont 41.7 72.2 83.3 
インドメタシン 
6.25 0.0 0.0 0.0 
12.5 0.0 0.0 0.0 
エトドラク 
3.125 0.0 8.3 8.3 
6.25 0.0 0.0 0.0 
アセトアミノフェン 
6.25 66.7 66.7 66.7 
12.5 0.0 33.3 100.0 
 
図 4.3 インドメタシン、エトドラク、アセトアミノフェンばく露による 
21 日目の再分化の様子 
6.25 12.5 3.125 6.25 6.25 12.5
cont
アセトアミノフェン エトドラク インドメタシン
ばく露濃度（mg/L）
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図 4.4 インドメタシン、エトドラク、アセトアミノフェンばく露による 
28 日目の１ウェルあたりのカルス生重量 
 
4-4．考察 
 
カルスを用いた組織誘導試験を開発した 
NAA0.002 mg/L- BAP 欠損の固形の再分化培地において NSAIDs のインドメタシンおよ
びエトドラク、アセトアミノフェンのばく露を行った結果、インドメタシンやエトドラクに
おいては、アセトアミノフェンやコントロールと異なる形態形成が観察された。また、カル
スの増殖を数値化するために生重量を計測し、比較することができた。従って、カルスを用
いた組織誘導試験が開発可能であると結論した。しかし、再分化培地の組成やばく露方法の
検討を行ったが、期間が 3 週間程度と長く、濃度保持の観点で未だ懸念はある。また、カル
ス 1 塊あたりの重さも 20mg と重く、生重量の計測も精密には行えない。従って、今後評
価法として利用するためには、より詳細な研究が必要である。 
再分化培地の検討で行った、2,4-D 0.2 mg/L BAP 2 mg/L の添加した再分化培地（1）
を用いたインドメタシンのばく露試験において、ばく露区および対照区において組織分化
は全く観察されなかった。再分化は増殖能の高い生産されたばかりの新鮮なカルスである
か否によって大きく左右される（大源ら., 1995）と報告されていることから、移植したカル
スの状態に原因があったと考察した。従って、カルス培養培地から再分化培地（2）に移植
する前に、新しいカルス培養培地に移植し 7 日間培養させ、増殖しているものを選抜する
過程を加えた。 
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インドメタシン・エトドラクは一般毒性とは異なるホルモン撹乱作用を示した 
再分化培地を用いた、インドメタシン、エトドラク、アセトアミノフェンのばく露試験に
おいてカルスの生重量を比較したところ、インドメタシンやエトドラクはカルスの増殖に
は影響していなかった。このことから、一般毒性の作用がないことが示唆された。しかし、
分化を顕著に抑制したため、オーキシン撹乱作用があることが示唆された。 
双子葉植物のニンジンのカルスを用いた当研究室での先行研究では、NSAIDｓばく露に
よって再分化が促進された。また、イネを用いた成長影響試験の結果もふまえて、インドメ
タシンやエトドラクはオーキシンのアンタゴニストであると予測した。従って、このカルス
を用いた本試験において、それらの NSAIDs をばく露すると、ニンジンと同様に再分化が
促進され、コントロールよりも分化が早まると仮説をたてた。しかし本実験では、インドメ
タシンとエトドラクのばく露においては分化が抑えられ、カルスは増殖する結果であった。
また、培地内のオーキシン量を増やした場合にカルスの再分化も遅くなったため、ばく露に
より分化ではなくカルスの増殖が観察されたことは、仮説と反する結果になった。 
 カルスは、サイトカイニンのオーキシン制御や外部処理のオーキシン量の低下により、再
分化が引き起こされる。（Iwase et al., 2011；Pernisová et al., 2009）。カルスにオーキシン
輸送阻害剤 NPA を処理したところ、カルスの表面細胞層のオーキシン応答領域が未分化の
カルスと類似し、再分化時に誘発される遺伝子の発現が抑えられた（Cheng et al.,2013）と
いう報告もある。すなわち、オーキシンの輸送阻害がおこるとカルスの再分化が抑制される。 
従って、本実験においてインドメタシンやエトドラクは、オーキシンアンタゴニストとし
て機能することでカルス内のオーキシン濃度をコントロールよりも低下させ、その結果根
が分化するオーキシン/サイトカイニン比から外れ、カルスは組織に分化することなくカル
スのまま増殖したのだと考えた。また。この作用は、再分化開始時に増加する内生オーキシ
ン量を抑制することにもつながっている。本実験において、インドメタシンやエトドラクの
ばく露により再分化が抑制された結果においても、これらの物質にオーキシンアンタゴニ
スト作用があることを示唆できる結果だと考えた。 
また、イネカルスにおいてオーキシンが過剰な培地に長期間培養すると再分化能が低下
し、再分化がほとんどおこらなくなる（前田，2000）という報告がある。しかし、エトドラ
ク 6.125、12.5mg/L で約 1 か月間培養したカルスを再分化培地に移植したところ、再分化
は活発に行われていた。このことから、再分化培地内のオーキシン量が高濃度になった、つ
まりエトドラクがオーキシンアゴニスト作用を示していないことが示唆された。 
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5．イネ Oc 培養細胞を用いた細胞増殖試験 
 
5-1． 目的 
 
イネ Oc 培養細胞（Baba et al., 1986）Oryza sativa L. C5924 は、オーキシン存在下の
みで増殖が可能な突然変異株で、分化能力も有しない。このイネ Oc 培養細胞を用いれば、
オーキシン撹乱物質の検出が発芽発根試験やカルス試験に比較して容易にでき、かつ対象
化学物質の作用機序解明（アゴニスト（作用促進）であるのか、アンタゴニスト（作用阻害）
であるのか）を行える。よって本章では、イネ Oc 培養細胞を用いたオーキシン撹乱物質の
簡易スクリーニング法の開発を行った。本試験法は、オーキシン添加培地と無添加培地の 2
つの試験からなっており、原理的にオーキシン添加培地では、アンタゴニストの検出、無添
加培地では、アゴニストの検出が可能であると考えられる。 
 
5-2.  材料・方法 
 
5-2-1.材料 
本実験は、イネ Oc 培養細胞（Baba et al., 1986）Oryza sativa L. C5924 という種から
作られたサスペンションカルチャー（理化学研究所から分譲）を用いて行った。 
 
5-2-2.Oc 培養細胞培養 
培養細胞は細胞間接着が弱く、カルスのように再分化せず細胞塊のまま増殖を続ける懸
濁細胞である。スモールスケールで培養、試験が行える上に、定期的な継代培養により維持
することが出来る。培養方法は理研のプロトコル（http://www.brc.riken.jp/lab/epd/plant/ 
c107_method.php?file=1548324166_21669800.log）を参考に行った。300 ml の三角フラ
スコに 2,4-D を終濃度 0.2 mg/L になるように添加した MS 培地を 80 ml 分注し、イネ Oc
培養細胞を 8ml 加え継代した。26℃ 暗所 120rpm で振とうさせ、7 日間培養した後継代し
た。 
 
5-2-3.前培養 
培養した細胞を攪拌させ、300ml のフラスコに 8ml 採取した。30ml の MS 培地を加え、
よく攪拌させピペットを用いて培地を捨てた。この洗浄操作を 3 回繰り返した。この洗浄
だけでは、2,4-D を添加していない MS 培地（オーキシン無添加培地）で培養したものと、
2,4-D を添加した MS 培地（オーキシン添加培地）で培養したものと 1 週間後の細胞増殖に
差は見られなかった。従って、80 ml の MS 培地を加え、7 日間の前培養を行った。このオ
ーキシン無添加培地で 7 日間培養したものを試験に用いた。 
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5-2-4.前培養（2） 
理研の小林研究員のプロトコル（付録 1）を参考に行った。培養した細胞を静置し、沈殿
した懸濁培養細胞 9 ml を 15 ml コニカルチューブに採取した。100×g で 5 分遠心した後、
上清を捨てて、細胞量（PCV ; packed cell volume）が約 2 ml になるように調節した。10 
ml の MS 培地を加え、よく撹拌し再度 100×g で 4 分間遠心し、上清を捨てた（洗浄）。こ
の洗浄を 10 回繰り返した。60ml のオーキシン添加および無添加培地を 300 ml 三角フラス
コに移植した。上記同様の培養条件で 7 日間培養した。よく攪拌した後、4 ml の細胞懸濁
液を採取した。100×g で 5 分間遠心分離後、細胞量と乾燥重量を測定した。 
上記のオーキシン無添加培地で 7 日間培養した細胞を攪拌させ 6 ml 採取し、60 ml の新
しいＭＳ培地の入ったフラスコに移植した。移植方法を 2 通り設定し、①オーキシン無添
加培地（MS 培地）から MS 培地に移植、②オーキシン無添加培地からオーキシン添加培地
に移植した。①，②各 3 本ずつ 7 日間培養した。よく攪拌した後、4 ml 細胞懸濁液を採取
した。100×g で 5 分間遠心分離した後、細胞量を計測した 
 
5-2-5.化学物質ばく露・重量計測 
カルスを用いた組織誘導試験と同様に DMSO（最終添加濃度 0.1%以下）で溶解させた 10 
mg/ml のストックを作成し、化学物質を MS 培地（±2,4-D）に添加し、1 濃度あたり 3 連
でばく露試験を行った。ばく露した化学物質は NASIDs のインドメタシン 6.25,12.5,25 
mg/L、エトドラク 6.25mg/L、ネガティブコントロールのアセトアミノフェン 6.25 mg/L、
オーキシンアゴニストのナフチル酢酸 NAA 1 mg/L である。 
イネ Oc 培養細胞は、直径 20-30 µm 程度であり、集合体をつくりやすいため、濁度計に
よる細胞数の計測が行えなかった。そこで（酒井, 2008；Yamazaki et al.,2009）のプロト
コルを参考に湿重量、乾燥重量測定を行った。事前に孔径 µm の 47mm のガラスフィルタ
ーGA-100 （ADVANTEC）を 1 枚ずつアルミホイルで包み、100℃のオーブンで 1時間乾
燥させその後デシケーターで吸湿した。ばく露後 5 日目,7 日目に各フラスコから 5 ml 採取
し、乾燥させたフィルターを用いて吸引濾過を行った。この操作をフラスコ 1 本あたり 2 回
行った。電子天秤で重量を計測し、1ml あたりの湿重量を算出した。また、オーブンでフィ
ルターを 1 時間乾燥させ、電子天秤で重量を計測し、1ml あたりの乾燥重量も算出した。 
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5-3.  結果 
 
初期細胞乾燥重量が約 1 mg/ml になるように培養を行ったところ、オーキシン添加培地
においては 7 日間で初期細胞重量の 8～11 倍に増殖した（図 5.1 a~c）。オーキシン添加培
地にインドメタシンを 6.25,12.5,25 mg/L ばく露した結果、オーキシン添加培地において 7
日目の増殖量平均が 8.1 mg/ml であるのに対して、6.25 mg/L ばく露では 4.8 mg/ml、12.5 
mg/L では 2.7 mg/ml、25 mg/L では 1.5 mg/ml と細胞の増殖量は減少した（図 5.1a）。ま
た、オーキシン無添加培地にインドメタシンを 6.25,12.5,25 mg/L ばく露した結果、オーキ
シン無添加培地は 7 日目の増殖量平均が 6.0 mg/ml であるのに対し、6.25 mg/L ばく露で
は 3.5 mg/ml、12.5 mg/L では 1.9 mg/ml、25 mg/L では 1.1 mg/ml と濃度依存的に細胞の
増殖量は減少した（図 5.1b）。エトドラク（ED）とアセトアミノフェン（AA）に関しても
同様に、オーキシン無添加培地に 6.25 mg/L ばく露した結果、細胞の増殖量はオーキシン
添加培地の 7 日目の増殖量平均が 8.2 mg/ml であるのに対し、エトドラク、アセトアミノ
フェンともに 4.2 mg/ml であった。従って、エトドラク、アセトアミノフェンのばく露によ
り増殖量は減少した。さらに、オーキシン無添加培地にオーキシンアゴニスト NAA を、オ
ーキシン（2,4-D）添加培地と同量の 1mg/L ばく露した結果、7 日目の増殖量は 10.1 mg/ml
であり、オーキシン添加培地の増殖量 10.8 mg/ml と同程度に回復した（図 5.1c）。 
細胞の洗浄を行い、オーキシン無添加培地に移植しても、その時の細胞の状態によって増
殖量に差があるものの 2 週間は培養可能であった（図 5.1 b~c 2,4-D 無添加）。また、前培
養（2）を用いてオーキシン無添加培地、オーキシン添加培地で増殖量を比較した結果、オ
ーキシン無添加培地、添加培地ともに 7 日間では細胞量は約 1ml、乾燥重量も 13.4 mg/ml
であった（図 5.2 7 日目）。このことから、洗浄方法によらず 7 日間では増殖量の差が現れ
ないことが確認できた。さらに 7 日間培養した結果は、14 日間オーキシン無添加培地で培
養した細胞は増殖量が 9.56 mg/ml に、7 日間オーキシン添加培地で培養した細胞は 13.7 
mg/ml となり、オーキシン添加により増殖量が回復することが分かった。（図 5.2 14 日目
参照）。 
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図 5.1 Oc 培養細胞増殖量 
a:オーキシン添加培地にインドメタシン 6.25,12.5,25 mg/L ばく露 
b: オーキシン無添加培地（MS 培地）にインドメタシン 6.25,12.5,25 mg/L ばく露 
 c: オーキシン無添加培地に NAA 1 mg/L ばく露 
a b c 
  
 
A 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 B 
     
 
図 5.2 オーキシン無添加培地、オーキシン添加培地培養による 7 日目および 14 日目 
   A:乾燥重量 B:細胞量（PCV） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
－2,4-D +2,4-D －2,4-D +2,4-D
７日目 14日目
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5-4.  考察 
イネ Oc 培養細胞を用いた細胞増殖試験を開発した 
イネ Oc 培養細胞を用いた増殖試験の結果、オーキシン添加培地に NSAIDs インドメタ
シンおよびエトドラクを 6.25 mg 添加しても増殖量はオーキシン添加培地のように増加せ
ず、濃度依存的に減少した。従って、オーキシンアゴニストイネやカルスで影響がみられ
なかった濃度において増殖量の差が認められた。イネのカルスの組織誘導試験と比較して、
ばく露方法や培地組成も簡単であり、感度が高くリスクを大きくとらえる（安全側な）簡
易スクリーニングに利用できることが示唆された。また、オーキシン無添加培地にオーキ
シンアゴニスト NAA を 1 mg 添加すると増殖量がオーキシン添加培地と同様に回復した
ことから、オーキシンのアゴニスト作用の検出が行えることが示唆された。 
 
開発した試験法を用いて、オーキシンのアゴニストおよびアンタゴニストが検出できる 
NSAIDs はオーキシンアンタゴニストとして作用することが示唆された 
イネの発芽発根阻害試験および成長影響評価試験、イネのカルスの組織誘導の結果をふ
まえてイネ Oc 培養細胞を用いた細胞増殖試験結果を考察すると、オーキシン添加培地に
ばく露すると増殖量を抑制する、オーキシンアンタゴニストの検出が行えることが示唆さ
れた。従って、オーキシンアゴニストおよびアンタゴニストどちらの検出も行えるため、
イネ Oc 培養細胞を用いた細胞増殖試験は化学物質の作用機序を解明する試験として使用
出来ることが示唆された。このことから、インドメタシンとエトドラクがオーキシンのア
ンタゴニストとして作用することが示唆された。 
一方で、アセトアミノフェンは、Oc 培養細胞においては 6.25 mg/L のばく露で増殖量
に影響を及ぼすことが分かった。アセトアミノフェンばく露による増殖量の減少は、イネ
の発芽発根や成長、およびカルスの再分化に影響しないという結果も踏まえると、薬害影
響と捉えられる。カルス、Oc 培養細胞、植物体と細胞の状態も生長に必要な植物ホルモン、
代謝の方法も異なっているため、その形態により影響する濃度が変化するのは言うまでも
ない。この Oc 培養細胞は、植物細胞の有用物質の大量生産や組織特異的な生合成経路の
研究に使用されることが多く、イネ Oc 培養細胞自体とオーキシンの関係については研究
されていない。従って、本実験において、アセトアミノフェンが増殖量の低下を引き起こ
し、インドメタシンが植物体よりも低濃度で増殖阻害を引き起こした理由は、振とう培養
という物理的なストレスと外的要因による影響を受けやすい培養細胞は植物体よりも感受
性が高いからだと考えられる。また、培地に添加する 2,4-D 量を多くしても増殖量には変
化が見られなかったが、培地の量や継代量が変化することによって増殖に大きく差が現れ
たことから、この Oc 培養細胞は細胞自身から分泌される物質が細胞増殖の促進効果（コ
ンディショニング効果）よる影響を強くうけることが分かった。この特徴も Oc 培養細胞
が個体や組織と比較して感受性が高い理由であると考えられる。 
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6.イネを用いた根長回復試験 
 
6-1.  目的 
 
イネ、カルスおよび Oc 培養細胞を用いた影響評価試験の結果から、NSAIDs のオーキシ
ンアンタゴニストとしての作用をさらに検証するために、イネを用いて人工オーキシン
2,4-D と NSAIDs の同時ばく露による根長回復性試験の確立を目指した。根長を抑制する
濃度の 2,4-D に、根長伸長作用がみられた濃度の NSAIDs (インドメタシン、エトドラク)の
同時ばく露を行い、2,4-D の根長伸長抑制作用を阻害するか否か、確立した試験法を用いて
NSAIDs の影響評価を行う。 
 
6-2.  材料・方法 
 
6-2-1. 材料 
発芽発根試験同様、平成 28 年度産の日本晴（Oryza sativa. L cv Nipponbare）を用いた。 
 
6-2-2．方法 
低濃度域のインドメタシン（6.25,12.5,25 mg/L）と、2,4-D（0.1 mg/L）の混合ばく露溶液を
作成し、イネを用いた発芽発根阻害試験・成長影響試験と同様（3-2-2 参照）にばく露試験
を行った。対照実験としてアセトアミノフェン（6.25,12.5,25 mg/L）と 2,4-D（0.1 mg/L）の
同時ばく露および 2,4-D（0.1 mg/L）の単独ばく露試験を行った。 
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6-3.  結果 
 
A                                        B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6.1  2,4-D (0.1 mg/L)とインドメタシン(6.25,12.5,25 mg/L) 同時ばく露試験（5 日目） 
A：根長比較   B：形態比較 エラーバーは標準誤差を示す。 
TUKEY の多重比較検定の結果、異なるアルファベット間に 5％水準の有意差あり。 
 
 
A                     B  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6.2 2,4-D (0.1 mg/L)とアセトアミノフェン (6.25,12.5,25 mg/L) 同時ばく露試験(5 日目) 
A：根長比較    B：形態比較 エラーバーは標準誤差を示す。 
TUKEY の多重比較検定の結果、異なるアルファベット間に 5％水準の有意差あり。 
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インドメタシン 6.25, 12.5, 25 mg/L に 2,4-D（0.1 mg/L）を同時添加し、ばく露試験を行
ったところ、インドメタシン 6.25, 12.5 mg/L と 2,4-D 0.1 mg/L の混合ばく露では、2,4-D 0.1 
mg/L の単独ばく露で観察されていた根長伸長抑制が阻害され、根の成長が回復した。2,4-
D 0.1 mg/L の単独ばく露では、根長平均は 10 mm であったが、インドメタシン 6.25 mg/L
と 2,4-D 0.1 mg/L の混合ばく露では 28.8 mm あり、インドメタシン 12.5 mg/L と 2,4-D 0.1 
mg/L の混合ばく露では 20.5 mm であった（図 6.1）また、インドメタシン 25 mg/L と 2,4-
D 0.1 mg/L の混合ばく露では、根長平均は 9.2 mm であり、根の成長回復はみられなかっ
た。また、エトドラクにおいても 6.25,12.5,25 mg/L に 2,4-D を同時添加し、ばく露試験を
行ったところ、7 日目の個体においてエトドラク全ての濃度で根の成長が回復した。 
一方で、アセトアミノフェンと 2,4-D 0.1mg/L の混合ばく露では、アセトアミフェン単独
ばく露では観察されなかった根の成長阻害が観察された。アセトアミノフェンの単独ばく
露では、根長平均は 18.4 mm～22.4 mm であったが（図 3.7）、アセトアミノフェンと 2,4-D 
0.1mg/L の混合ばく露では根長平均が 11.8 mm～12.4 mm であった（図 6.2）。 
 
6-4.  考察 
 
NSAIDs はオーキシンアンタゴニストとして作用することが強く示唆された 
インドメタシンおよびエトドラクの 2,4-D 同時添加によるばく露結果は、オーキシン 2,4-
D の根長伸長抑制を阻害し、根長の成長を回復した。従って、インドメタシンおよびエト
ドラクはオーキシンを阻害する作用、すなわちオーキシンアンタゴニストとして作用する
ことが強く示唆された。しかし、オーキシンアンタゴニストとして評価するためには、高
濃度域のばく露による根長伸長抑制が 2,4-D の添加によって回復するか否かを試験する必
要があった。本試験では、2,4-D の作用を阻害することを示すに止まってしまった。 
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6．まとめ 
 
本研究は、単子葉植物における化学物質のオーキシン様作用の検出法の開発および単子
葉植物における非ステロイド性抗炎症薬（NSAIDs）のオーキシン撹乱作用の検証を目的
として行った。 
まず、イネを用いた発芽発根阻害試験および成長影響評価試験では、日本晴（Oryza 
sativa cv. Nipponbare）を用いた、陸上植物の影響評価試験の簡便でかつ安定した試験法
を人工オーキシン 2,4-D を用いて開発した。また、双子葉植物においてオーキシンのアン
タゴニスト（阻害）作用が明らかになっている NSAIDs (インドメタシン、エトドラク、ケ
トプロフェン、イブプロフェン) の影響評価を、開発した試験法を用いて行った結果、イ
ンドメタシンとエトドラクにおいて低濃度域（6.25～12.5 mg/L）で根長の伸長促進、高濃
度域（50～100 mg/L）で伸長抑制の影響が認められた。また、2,4-D とインドメタシンの
混合ばく露試験では、インドメタシンは 2,4-D による根長の伸長抑制作用を阻害し、根の
成長を回復した。従って、インドメタシンおよびエトドラクはオーキシンアンタゴニスト
として機能し、オーキシンを撹乱させることが示唆された。イブプロフェンにおいては同
様の傾向を示したが、ケトプロフェンでは同じ濃度域でも影響がみられなかった。従って、
イネにおいては NSAIDs の中でもプロピオン酸系（イブプロフェン・ケトプロフェン）よ
りもアリール酢酸系（インドメタシン・エトドラク）が強く影響すると示唆された。 
次に、NSAIDs のばく露影響の一般毒性として作用を排除するために、植物ホルモンの
組織分化誘導能を利用した日本晴のカルス細胞を用いた組織分化影響評価試験を行った。
再分化（組織誘導）培地に移植したカルスにインドメタシンとエトドラクをばく露したと
ころ、カルスの増殖には影響しなかったが、分化を抑制した。ばく露がカルスの増殖に影
響しないことから、一般毒性とは区別でき、またオーキシンの阻害剤の添加により再分化
は抑制される（Cheng et al., 2013）という報告や、オーキシンのアゴニスト（促進）作用
は観察されなかったことから、インドメタシンとエトドラクはオーキシンのアンタゴニス
トとして機能したことが示唆された。 
試験対象の化学物質の作用機序（アゴニスト・アンタゴニスト）解明のためにイネ Oc 培
養細胞（Oryza sativa C5928 由来の懸濁細胞）を用いたオーキシン撹乱物質の簡易スクリ
ーニング法の開発を行った。オーキシン（2,4-D）添加培地で培養するイネ Oc 培養細胞を、
インドメタシンもしくはエトドラクを添加したオーキシン無添加培地で培養し、細胞増殖
試験を行った。その結果、オーキシンアゴニストのナフタレン酢酸（NAA）添加のように
増殖量は増加しなかった。従って、インドメタシンとエトドラクはオーキシンアゴニスト
ではないこと、この試験法において、オーキシン撹乱物質のスクリーニングと作用機序の
解明が行えることが示唆された。 
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以上 3 つの実験結果から総合的に判断すると、インドメタシンとエトドラクの 2 つの
NSAIDs はイネにおいてもオーキシンアンタゴニストとして作用することが明らかになり、
イネの発芽発根をエンドポイントとした影響評価試験、カルスの組織誘導率をエンドポイ
ントとした影響評価試験、Oc 培養細胞の細胞増殖量をエンドポイントとした影響評価試
験を開発し、単子葉植物における化学物質のオーキシン撹乱物質の検出が可能であること
を明らかにした。また、双子葉植物のみならずイネにおいても NSAIDs の中にはオーキシ
ンのアンタゴニスト作用することが強く示唆された。これは、増え続ける新規化学物質の
中には、幅広い植物に影響を与えるものが存在しうることを示唆する結果と言える。 
しかし、本実験では植物体、組織、細胞においての影響をみるにとどまってしまった。
これらの試験に加え、医薬品をばく露した植物体やカルスをサンプリングし、Aux/IAA や
SAUR 等 ( Jain et al., 2006、Kant et al., 2009 ）のオーキシン応答遺伝子についてトラ
ンスクリプトーム解析を行い、オーキシン応答性の有無を解析することで、さらなる作用
機序解明を行う必要がある。また、本研究では花芽や種子形成などの次世代に与える影響
は明らかになっていないことから、今後慢性影響評価試験法の開発が課題であると考えて
いる。環境中の生物に対する影響とは異なるが、オーキシンの脱分化（カルス化）や再分
化に携わる遺伝子や組み換えやゲノム編集植物を用いることで、ターゲットに対して明確
に作用することを示すことが出来るかもしれない。オーキシン以外の植物ホルモンや、他
の単子葉植物についての検出法が開発されることが望まれる。 
（鈴木., 2012）によると、本研究で用いたインドメタシンやアセトアミノフェン、エト 
ドラクは多摩川水系の河川水中で 0.2 µg/L 以下の濃度で検出されている。ばく露した最小
濃度の約 10000 倍薄い濃度である。しかし、植物はこの水環境中の濃度が直接反映された
濃度でばく露しないため、ばく露経路や土壌、植物中の蓄積や代謝も加味して考える必要
がある。従って、その影響を知り、被害を未然に防ぐためのリスク管理が重要であり、こ
の試験法開発は新規化学物質によってもたらされる人類のよりよい生活と生態系維持のバ
ランスを保つことにつながると期待される。 
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